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梁斌  哈尔滨工业大学 (深圳) 土木与环境工程学院、教授。研究方向为水生态

风险识别与阻控，在风险有机污染物 (如抗生素/抗菌剂) 微生物降解转化原理、

生态风险识别方法与绿色阻控技术方面开展了系统工作。主持国家自然基金项目 

2项，发表SCI论文80余篇，总引用2 860余次 (Google Scholar)，H-index为32；以 

(共同) 第一/通讯作者在环境领域主流期刊Environ Sci Technol、Water Res、Appl 

Environ Microbiol等发表SCI论文32篇，合著英文著作1部 (Springer)，2020年入选

中国科学院青年创新促进会，2020年获国家技术发明奖二等奖和2017年环境保护

科学技术奖一等奖 (均排名第四)。 
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摘  要: 微生物是介导环境中氯霉素降解转化的主要驱动者，但高效降解矿化菌株资源匮乏，氧化反应介导的代

谢途径不清。为研究微生物介导下氯霉素的环境归趋过程，为氯霉素污染环境强化修复提供菌株资源，文中以受

氯霉素污染的活性污泥为接种源，首先富集获得一个由红球菌 Rhodococcus 主导 (相对丰度>70%) 的氯霉素高效

降解菌群，并从中分离获得一株能够高效降解氯霉素的菌株 CAP-2，通过 16S rRNA 基因分析鉴定为红球菌

Rhodococcus sp.。菌株 CAP-2 能在不同营养条件下高效降解氯霉素。基于菌株 CAP-2 对检测到的代谢产物对硝

基苯甲酸和已报道的代谢产物对硝基苯甲醛和原儿茶酸的生物转化特征，提出其降解途径是由氯霉素侧链氧化断

裂生成对硝基苯甲醛，进一步氧化为对硝基苯甲酸的新型氧化降解途径。该菌株对于氯霉素分解代谢的分子机制

研究以及受氯霉素污染环境的原位生物修复应用具有巨大潜力。 

关键词: 氯霉素，生物降解，红球菌，代谢特性，氧化降解途径  
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Isolation, identification and characterization of a 
chloramphenicol-degrading bacterium 
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Abstract:  Microorganisms are the dominant players driving the degradation and transformation of chloramphenicol (CAP) 

in the environment. However, little bacterial strains are able to efficiently degrade and mineralize CAP, and the CAP 

degrading pathways mediated by oxidative reactions remain unclear. In this study, a highly efficient CAP-degrading microbial 

consortium, which mainly consists of Rhodococcus (relative abundance >70%), was obtained through an enrichment process 

using CAP-contaminated activated sludge as the inoculum. A bacterial strain CAP-2 capable of efficiently degrading CAP was 

isolated from the consortium and identified as Rhodococcus sp. by 16S rRNA gene analysis. Strain CAP-2 can efficiently 

degrade CAP under different nutrient conditions. Based on the biotransformation characteristics of the detected metabolite 

p-nitrobenzoic acid and the reported metabolites p-nitrobenzaldehyde and protocatechuate by strain CAP-2, a new oxidative 

pathway for the degradation of CAP was proposed. The side chain of CAP was oxidized and broken to generate 

p-nitrobenzaldehyde, which was further oxidized to p-nitrobenzoic acid. Strain CAP-2 can be used to further study the 

molecular mechanism of CAP catabolism, and has the potential to be used in in situ bioremediation of CAP-contaminated 

environment. 

Keywords:  chloramphenicol (CAP), biodegradation, Rhodococcus sp., metabolic characteristics, oxidative degradation pathway 

 

据报道全世界 228 个国家和地区 2010 年兽用

抗生素的使用量约为 63 151 t，预计 2030 年用量

将增加 67%，尤其是我国、美国、印度、巴西和

德国等国用量较大[1]。未有效利用的抗生素主要

汇入污水处理厂，而污水处理厂通常旨在去除常

规污染物，难以有效地去除抗生素类难降解污染

物和耐药细菌[2-4]。令人担忧的是，我国污水处理

厂每年排放约 53 800 t 抗生素进入环境生态系统，

污染极其严重[5]。氯霉素(Chloramphenicol，CAP) 

自 1949 年以来被全世界广泛应用于人类疾病治

疗和畜禽养殖产业发展，属于广谱抗生素[6-9]。尽

管其对人类具有明显的致再生障碍性贫血和潜在

的致癌性、遗传毒性[10-11]，而且已被许多国家 (包

括美国、中国、澳大利亚等) 禁止使用[12]，但是

目前在不同国家和地区，特别是在中国，市政、

医院、畜禽和水产养殖废水以及地表水中都普遍

检测出 CAP 残留 (ng–µg/L 水平)[13]。此外，城市

污泥、畜禽粪便、土壤和河流沉积物中的 CAP 残

留浓度可能高达 mg/kg 水平，这将促进环境微生

物的耐药性进化与传播[14]，对人类与环境健康产

生潜在威胁。因此，在传统的污 (废) 水生物处

理过程中如何深度消减抗生素残留和阻控抗生

素抗性基因传播风险至关  重要。 

生物降解法具有绿色、运行成本低、环境友

好等优势[15]。CAP 乙酰化是导致其失活的重要细

菌耐药机制[16]，硝基还原是厌氧微生物脱毒转化

CAP 的主要代谢过程[17]，然而生成的芳香胺物质

在厌氧环境中难以进一步降解。一些好氧菌株如

克雷伯氏菌 Klebsiella sp.和埃希氏菌 Escherichia 

sp.已经被证明能够通过水解 CAP 侧链酰胺键将

其转化为对硝基苯基丝氨醇[18] (p-nitrophenylserinol，

1-对硝基苯-2-氨基-1,3-丙二醇)，但其仍无法对形

成的产物进一步降解。最近报道了一株从污水处

理厂活性污泥中分离获得的鞘脂菌 Sphingobium 



 
 

史可 等/一株氯霉素降解细菌的分离鉴定与代谢特性研究 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3655

sp. CAP 1‑ ，首先将 CAP 氧化脱毒为对硝基苯甲醛

(p-nitrobenzaldehyde，p-NBZ) 或氧化 CAP 产物

(CAP 的侧链 C3 位羟基氧合产物，O-CAP)，接着

两者均被依次降解为对硝基苯甲酸(p-nitrobenzoic 

acid，p-NBA) 和原儿茶酸 (Protocatechuic acid，

PCA)，然后进入三羧酸循环实现 CAP 的完全分

解代谢[19]。此外，从活性污泥中分离获得的 CAP

降解菌鞘氨醇单胞菌 Sphingomonas sp. CL5.1，在

CAP 降解过程中除了检测到乙酰化 CAP 产物，也

检测到菌株 CAP-1 研究中发现的 O-CAP 和

p-NBA[20]。综上所述，亟待发掘新的 CAP 高效降

解菌株资源，并解析其降解特性与代谢路径，丰

富细菌代谢抗生素的基础理论。 

基于 CAP 在环境中的普遍存在性和生态风

险控制的必要性，本研究从长期受抗生素毒性选

择的活性污泥中分离培养了一株 CAP 高效降解

细菌，研究了该菌株的降解特性，解析了其降解

途径。这些研究结果将为 CAP 在实际环境中 (如

污水处理厂活性污泥体系和畜禽/水产养殖/制药

园区环境等) 由微生物介导的归趋与转化过程提

供新见解，为 CAP 污染典型环境 (尤其是制药和

畜禽养殖废水) 的微生物强化处理提供高效降解

菌株资源。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验药品与试剂 

实验所用 CAP (纯度 99%)、对硝基苯甲酸

p-NBA (纯度 99%)、对硝基苯甲醛 p-NBZ (纯度

97%) 和原儿茶酸 PCA (纯度 97%) 均购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司。其余使用的药品均

为分析纯及以上。 

1.1.2  实验所用培养基 

Luria-Bertani (LB) 培养基 (g/L)：胰蛋白胨

10，酵母提取物 5，氯化钠 10，调节 pH 为 7.0。 

无机盐培养基 (MSM) (g/L)：K2HPO4 1.50，

KH2PO4 0.50，Mg2SO4·7H2O 0.20，NaCl 1.00，调

节 pH 为 7.0。 

固体培养基：分别在以上培养基的基础上加

入 2% (W/V) 琼脂。 

以上培养基使用前均在 121 ℃下高温灭菌 

30 min 后冷却备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  CAP 降解菌的富集与分离 

以某制药厂二沉池污泥作为分离 CAP 降解

菌的接种源，取 5 g 污泥接入含 100 mL MSM 的

250 mL 锥形瓶中 (CAP 浓度为 50 mg/L)。将锥形

瓶放置于恒温振荡培养箱，在 30 ℃、150 r/min

条件下进行富集培养，每隔 7 d 从富集液中以 5% 

(V/V) 的接种量转接至新的含 CAP 无机盐培养基

中。连续转接 3 次后，通过超高效液相色谱测试

CAP 的浓度，确定富集液是否具有 CAP 降解效

果。将有降解活性的富集液进行梯度稀释，采用

平板划线法纯化培养。将分离得到的 CAP 降解菌

株与已灭菌的 50%甘油按 1︰1 混合，−80 ℃保存。 

1.2.2  CAP 降解菌形态特征鉴定 

将 CAP 降解菌接种于含 50 mg/L CAP 的无机

盐固体培养基上，30 ℃恒温培养 5 d 后观察菌落

形态。挑取平板上的单菌于含有 4 mL LB 液体培

养基的试管中，置于 30 ℃、150 r/min 的恒温振

荡培养箱中培养至对数期，将分散后的菌体用磷

钨酸染色再通过透射扫描电子显微镜 (HT7650，

HITACHI，Japan) 观察菌体显微结构。 

1.2.3  16S rRNA 基因序列测定及系统发育分析 

使用 DNA 提取试剂盒 (DP302，Tiangen，

Beijing) 提取 CAP 降解菌基因组总 DNA，采用

细菌通用引物 27F/1492R 进行扩增，PCR 产物经

电泳检验与 TA 克隆后送至生工生物工程 (上海) 

股份有限公司测序。将测序结果在 NCBI 和

EzBioCloud 数据库中进行比对，通过 MEGA7.0

构建系统发育树，该降解菌株 16S rRNA 序列的

GenBank 登录号为 MZ314676。 
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1.2.4  CAP 降解菌的代谢特性研究 

降解菌在 LB 液体培养基中活化至对数生长

期，离心弃上清，用灭菌后的 MSM 洗涤 3 次，

之后用等体积 MSM 重悬菌体，4 ℃保存备用。分

别以葡萄糖和硝酸铵作为外加碳源和氮源，在

MSM 的基础上配置 4 种不同条件的培养基：CAP

分别作为唯一碳氮源 (记为 C–N–)、唯一碳源 (外

加硝酸铵，记为 C–N+)、唯一氮源 (外加葡萄糖，

记为 C+N–) 和非唯一碳氮源 (同时添加葡萄糖和

硝酸铵，记为 C+N+)，探究降解菌株在不同营养

条件下对 CAP 的降解效能。此外分别以 50 mg/L 

p-NBZ、p-NBA、PCA 为唯一碳源添加到 MSM，

探究降解菌株 CAP-2 的代谢途径。以上实验每组

设置 3 个重复。接入一定体积的降解菌悬液使其

终浓度为 OD600=0.003，30 ℃、150 r/min 恒温振

荡培养，每隔一定时间取样 1 mL 经 0.22 μm 滤膜

过滤后−20 ℃保存待测。 

CAP 及其中间产物浓度通过超高效液相色谱

检测 (Agilent 1290A，Agilent Co.，USA)，色谱

柱为 C18 柱 (1.7 μm，2.1 mm×100 mm，186002854 

ACQUITY BEH，Waters Co.，USA)，进样量为 5 μL，

流动相为甲醇和 0.1%的甲酸水 (V︰V=25︰75)，流

速为 0.2 mL/min，检测波长为 275 nm，柱温为

30 ℃，根据样品出峰时间鉴定为不同物质，使用

峰面积定量物质浓度。总有机碳 (TOC) 浓度通

过 TOC 分析仪测定 (N5-665-N，Jena，Germany)。 

2  结果与分析 

2.1  CAP 降解富集液性能与微生物群落组成

分析 

以受抗生素毒性选择的活性污泥作为初始接

种源，CAP 作为唯一碳氮源，经过 20 d 的驯化富

集后，获得了一瓶 CAP 降解富集液，并通过连续

传代培养提高了富集液对 CAP 的降解效能和矿

化程度。对第 5 代富集液 (5th) 的降解性能进行

测试 (图 1A)，初始 CAP 浓度为 50 mg/L，24 h

后 CAP 降解率为 36.29%±2.72%，且 48 h 内完

全降解，TOC 去除率为 29.71%±1.55%。对于   

第 35 代富集液 (35th)，24 h 后 CAP 降解率为

69.62%±6.18% ， 48 h 后 TOC 去 除 率 达 到

76.57%±1.08%。 

将第 5 代和第 35 代 CAP 降解富集液进行基于

16S rRNA 基因的高通量测序 (引物为 338F/806R)，

解析其中微生物群落组成 (图 1B)。第 5 代富集

液中主要菌属包括丛毛单胞菌属 Comamonas (相

对丰度 54.18%)、红球菌属 Rhodococcus (相对丰度

6.8%)、贪铜菌属 Cupriavidus (相对丰度 5.01%)。

已有报道表明，丛毛单胞菌属对多种芳烃如对硝

基苯甲酸和硝基苯等有矿化能力[21-24]；贪铜菌属

可代谢多种 (氯代) 芳烃，如硝基酚、氯酚和卤

代苯甲酸盐等[25]；红球菌属可降解持久性有机污

染物，如多氯联苯等；此外由于 4,5-双加氧酶的

作用，Rhodopseudomonas sp.可以在好氧条件下，

以 3,4-二羟基苯甲酸和对羟基苯甲酸为碳源进行生

长[26]。第 35 代富集液中相对丰度最高的菌属为红

球菌属 (相对丰度 71.41%)，其次是 Cupriavidus、

Castellaniella 和 Hyphomicobium，相对丰度分别

为 9.54%、4.24%和 1.60%。经过长期驯化富集，

CAP 降解菌群中红球菌属的相对丰度明显增加，

表明该菌属在 CAP 降解过程中发挥关键作用。 

2.2  CAP 降解细菌的分离与鉴定 

对已获得的 CAP 降解富集液通过梯度稀释

与平板划线的方法，分离得到一株 CAP 降解细

菌，菌命名为 CAP-2。其菌落呈浅褐色，不透明，

形态呈规整圆形，表面干涩，中部微微凸起    

(图 2A)。经透射电镜观察，该菌株无芽孢、鞭毛

及胞外聚合物，呈细杆状 (图 2B)。 

对该菌株提取基因组 DNA，经 16S rRNA 基

因测序，在 NCBI 和 EzBioCloud 数据库中进行在

线比对分析，发现该菌株的 16S rRNA 基因序列与

模式菌株 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567T 
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图 1  富集液降解 CAP 效率 (A) 与微生物群落组成分析 (B) 
Fig. 1  The analysis of CAP biodegradation and mineralization efficiencies using enrichment (A) and the corresponding 
microbial community composition (B). 
 

 
 
图 2  氯霉素降解细菌形态 (A) 和透射电镜图 (B)  
Fig. 2  Morphology observation (A) and transmission electron micrograph (B) of strain CAP-2. 

 
(BCRM01000055)、Rhodococcus qingshengii JCM 

15477T (LRRJ01000016) 和Rhodococcus baikonurensis 

GTC1041T (AB071951) 的 相 似 性 分 别 达 到 了

99.93%、99.31%和 99.04%，并结合菌株形态特征，

将降解菌株 CAP-2 鉴定为 Rhodococcus sp.，应用

MEGA 7.0 软件将该菌株的 16S rRNA 基因序列与

其他高度同源的模式红球菌属菌株构建系统发育

树，如图 3 所示。 

2.3  菌株 CAP-2 的代谢特性研究 

2.3.1  不同营养条件下的降解效能 

通过设置不同的营养条件，探究菌株 CAP-2 对

CAP 的降解效能 (图 4)。当 CAP 作为唯一碳氮源

时 (图 4A)，24 h 后 CAP 降解率为 50.77%2.27%，

42 h 后为 99.61%0.03%，代谢产物 p-NBA 在 30 h

后达到最大生成浓度 (10.90±0.08) mg/L，120 h

后其降解至 (4.48±0.07) mg/L。外加碳源加快了

CAP 的降解速率  (图 4B)，24 h 后降解率达到

100%，同时中间产物 p-NBA 在 42 h 后降解至 

(1.25±0.008) mg/L。 

外加氮源对 CAP 降解速率影响较小 (图 4C)，

24 h 后降解率为 53.11%2.75%，42 h 后降解率

达到 89.41%7.16%，p-NBA 在 30 h 后达到最 
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图 3  菌株 CAP-2 基于 16S rRNA 基因序列同源性的系统发育树分析 
Fig. 3  Phylogenetic analysis of strain CAP-2 and related Rhodococcus type strains by neighbor joining approach. 
Bootstrap values obtained with 1 000 resamplings are indicated as percentages at all branches. The scale bars represent 
0.005 substitutions per nucleotide position. 
 

大累积浓度，120 h 后降解至 (5.750.67) mg/L；

同时外加碳氮源，CAP 降解速率没有增加 (图 4D)，

24 h 后降解率为 41.34%11.56%，42 h 后为

86.29%0.11%，p-NBA 在 30 h 后生成浓度达到最

大值，120 h 后降解至 (1.150.01) mg/L。 

CAP 作为唯一碳源时，NH4
+释放浓度随着

CAP 的降解逐渐升高  (图 4E)，168 h 后达到

(2.90±0.15) mg/L，表明菌株 CAP-2 能够以 CAP
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作为氮源生长；外加碳源时，NH4
+在 6 h 后的生

成量为 (1.00±0.08) mg/L，之后在较短时间 (24 h) 

内被消耗，表明碳源引入提高了菌株 CAP-2 对 CAP

的降解效率。通过测试 TOC 含量评估菌株 CAP-2

对 CAP 的矿化程度 (图 4F)，在 CAP 作为唯一碳

氮源时，96 h 后的 TOC 去除率为 48.55%4.43%，

168 h 后为 60.02%1.22%；外加氮源时，TOC 在

168 h 后的去除率为 53.70%2.44%，表明外加氮

源对 CAP 矿化程度影响较小。 

综上所述，外加碳源 (葡萄糖) 提高了菌株

CAP-2 对 CAP 与代谢产物 p-NBA 的降解效率，

外加氮源 (硝酸铵) 对 CAP 降解效能影响较小。 

 

 
 

图 4  不同营养条件下菌株 CAP-2 降解 CAP 的特征 (A：CAP 作为唯一碳氮源；B：CAP 作为唯一氮源；C：

CAP 作为唯一碳源；D：非唯一碳氮源；E：不同营养条件下 CAP 降解过程中氨氮释放；F：TOC 去除特征)  
Fig. 4  The CAP degradation characteristics of strain CAP-2 under C–N– (A), C+N– (B), C–N+ (C) and C+N+ (D) four 
nutrient conditions. The characteristics of NH4

+-N release (E) and TOC removal efficiencies during CAP degradation 
under different nutrient conditions (F). C–: free of carbon source. N–: free of nitrogen source. C+: with carbon source. N+: 
with nitrogen source. 
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2.3.2  菌株 CAP-2 降解 CAP 途径解析 

菌株 CAP-2 在不同营养条件下降解 CAP 均

伴随有 p-NBA 生成，并且该产物能够被进一步降

解。根据目前已有文献报道，CAP 好氧生物降解

主要代谢产物包括 p-NBZ、p-NBA 和 PCA[19]，分

别以上述中间产物作为底物，对菌株 CAP-2 降解

CAP 的途径进行初步解析。 

菌株 CAP-2 降解 p-NBZ 速率较快 (图 5A)，24 h

内 90%以上 p-NBZ 被转化为 p-NBA，且 96 h 后

将产生的 p-NBA 降解至 (2.480.45) mg/L，TOC

去除率达到 58.65%0.87%；菌株 CAP-2 降解

p-NBA 的速率较慢  (图 5B)，24 h 后其降解率为 

55.81%4.77%，48 h 后降解率明显升高，达到 

87.95%1.18% ， 96 h 后 p-NBA 降 解 率 为 

93.09%0.80%，120 h后TOC去除率为25.88%1.70%，

表明其降解过程可能存在未检测到的代谢产物；

PCA 通常是 p-NBA 好氧生物降解过程中的代谢

产物，也是芳香烃开环矿化的重要中间产物[14]，

由于 p-NBA 转化为 PCA 后能够迅速被降解，故

本研究尚未检测到 PCA 的积累。为了证明菌株

CAP-2 能够降解 PCA，进一步地以 PCA 为底物研

究了菌株 CAP-2 对其降解效能 (图 5C)，24 h 后

PCA 降解率为 96.48%0.82%，TOC 去除率达到 

63.64%0.58%。以上结果表明菌株 CAP-2 首先可

能将 CAP 的侧链氧化转化为 p-NBZ，其再被进一

步氧化为 p-NBA，之后通过已报道的 p-NBA 部分

硝基还原过程生成对羟基氨基苯甲酸，经其裂解

酶作用进一步转化为 PCA，进而通过双加氧酶初

始介导的一套酶系最终进入三羧酸循环而开环矿

化[19] (图 6)。 

 

 
 
图 5  菌株 CAP-2 对 CAP 降解中间产物的降解特征 (A：以 p-NBZ 为底物；B：以 p-NBA 为底物；C：以 PCA

为底物；D：菌株 CAP-2 对不同中间产物的矿化率)  
Fig. 5  The degradation characteristics of strain CAP-2 using CAP degradation intermediates (as the substrate p-NBZ 
(A), p-NBA (B), PCA (C) and the mineralization efficiency of strain CAP-2 on different intermediates (D)). 
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图 6  Rhodococcus sp. CAP-2 降解氯霉素途径推测 
Fig. 6  Putative CAP catabolic pathway in Rhodococcus sp. CAP-2. 
 

3  总结 

本研究以受 CAP 污染的活性污泥为接种源首

先富集获得一个由红球菌 Rhodococcus 主导 (相对

丰度为 71.41%) 的 CAP 高效降解菌群，经过连续

传代培养，24 h 后 CAP 降解率为 69.62%±6.18%，

48 h 后 TOC 去除率达到 76.57%±1.08%，进一步

从该富集液中分离培养了一株 CAP 高效降解菌

CAP-2，通过 16S rRNA 基因鉴定为红球菌属，

其能够以 CAP 作为唯一碳氮源实现 60%以上的

矿化效率，外加碳源  (葡萄糖 ) 能够提升其对

CAP 及其关键降解产物 p-NBA 的降解效率。菌

株 CAP-2 对 CAP 代谢中间产物具有降解能力，

提出其降解途径为：首先 CAP 侧链被氧化断裂转

化为 p-NBZ，再被氧化为 p-NBA，之后进一步转

化为 PCA 进而开环矿化。与 CAP 侧链酰胺键水

解细菌 Klebsiella sp.、Escherichia sp.、Streptomyces 

venezuelae 13s 和 Streptomyces lividuns RM3 相比，

菌株 CAP-2 能将 CAP 降解矿化且没有芳香烃类

产物的积累 [18,27-28]；菌株 CAP-2 的 TOC 去除率

与已报道的 CAP降解菌 Sphingomonas sp. CL5.1

相比高出 3%，且在 CAP 降解过程中并不涉及

Sphingomonas sp. CL5.1 中乙酰化和脱水的降解过

程[20,29]。此外，菌株 CAP-2 降解 CAP 的过程中也

不生成氧化 CAP 的产物 O-CAP (Sphingobium sp. 

CAP-1 和 Sphingomonas sp. CL5.1 初始氧化降解

CAP 的关键产物)[9-20]。因此，推测菌株 CAP-2 初

始氧化降解 CAP 的途径区别于上述报道，而是 

一个由 CAP 侧链氧化断裂生成 p-NBZ 和 p-NBA

主导的新型降解途径。 

菌株 CAP-2 的获得丰富了 CAP 降解的生物

资源，一方面能够以其作为模式菌株研究 CAP 在

实际环境中由微生物介导的归趋转化，明晰其完

整的降解途径与分子机理，挖掘并克隆表征其初

始氧化降解的关键基因；另一方面将其作为降解

菌株，研究在不同环境条件下的代谢能力并结合

多孔生物炭材料和 3D 打印等新兴技术制备固定

化菌剂应用于 CAP 污染场地的生物强化修复。这

对于消除环境中 CAP 残留导致的微生物耐药性

问题、保障人类与环境健康安全具有重要意义。 
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